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論 文 内 容 要 旨
序論
日 本 の 伝 統 的 な ア ル コ ー ル 飲 料 で あ る 清 酒 は 米 と 水 を 原 料 と し て2
種 類 の 微 生 物 、 酵 母 と 麹 菌 廊 ρθrg'〃鰐orアzα εを 用 い て 醸 造 す る 。 麹 菌
は 原 料 で あ る 米 の 澱 粉 を 糖 化 す る た め に 必 要 な 大 量 の ア ミ ラ ー ゼ 系 加
水 分 解 酵 素 を 生 産 し 、酵 母 に エ タ ノ ー ル 生 産 の た め の 基 質 で あ る グ ル コ
ー ス を 供 給 す る 。 ま た 高 度 に 精 白 し た 米 を 用 い る た め に 不 足 す る ビ タ ミ
ン 類 の よ う な 微 量 成 分 を 酵 母 に 供 給 す る 源 と して も 重 要 で あ り 、清 酒 醸
造 に お い て 麹 菌 は 必 要 不 可 欠 な 微 生 物 と い え る 。
清 酒 醸 造 に お い て 香 り は 製 品 の 品 質 を 左 右 す る 重 要 な 要 因 の 一 つ で
あ る 。 つ わ り 香(diacetyl)や 木 香 様 臭(acetaldehyde)は 清 酒 に お け る
オ フ フ レ ー バ ー で あ り 、発 酵 も ろ み 中 の ピ ル ビ ン 酸 濃 度 が 高 い 場 合 に 発
生 す る 。 こ れ は 発 酵 初 期 に お け る も ろ み 中 の チ ア ミ ン が 不 足 す る と 、酵 母
が チ ア ミ ン ニ リ ン 酸(TPP)を 補 酵 素 と す る ピ ル ベ ー トデ カ ル ボ キ シ ラ ー ゼ
に よ り環 境 中 の ピ ル ビ ン 酸 を 効 率 的 に エ タ ノ ー ル へ 変 換 で き な い 事 に 起 因
す る 。 ま た 発 酵 初 期 の も ろ み 中 の チ ア ミ ン 濃 度 を 高 め る こ と に よ り、 ピ
ル ビ ン 酸 濃 度 が 著 し く低 下 す る こ と は 既 に 報 告 さ れ て い る 。 し た が っ て
チ ア ミ ン 合 成 能 の 高 い 麹 菌 を 用 い て 、 も ろ み 中 の チ ア ミ ン 濃 度 を 高 め る
こ と に よ り 、つ わ り 香 お よ び 木 香 様 臭 の 発 生 を 防 止 で き る と 考 え ら れ る 。
チ ア ミ ン の 生 合 成 に つ い て は 、細 菌 や 特 に 酵 母 に お い て 研 究 さ れ て お り 、
一 般 的 に 生 産 物 で あ る チ ア ミ ン に よ る
、非 常 に 厳 密 な フ ィ ー ドバ ッ ク 制
御 を 受 け る こ と が 知 ら れ て い る 。こ の 特 性 を 利 用 し 、舗'zo50co加ro〃2ンc68
pombeの チ ア ミ ン 合 成 遺 伝 子 の 一 つ で あ る 刀加6!の プ ロ モ ー タ ー は 発 現
制 御 可 能 な プ ロ モ ー タ ー と し て 用 い ら れ て い る 。 一 方 、酵 母 と 同 じ真 核
微 生 物 で あ る オ.orアzα εの チ ア ミ ン 生 合 成 系 に つ い て は ほ と ん ど 検 討 さ
れ て い な い 。
本 論 文 で は 、ま ず つ わ り香 お よ び 木 香 様 臭 の 発 生 防 止 を 目 的 と し た チ
ア ミ ン 高 生 産 株 の 育 種 過 程 で 、 チ ア ミ ン の ア ナ ロ グ で あ るpyrithiamine
(PT)に 対 す る 耐 性 株 のPT耐 性 形 質 が 優 性 遺 伝 し 、 ま た チ ア ミ ン 生 産 能
の 充 進 に 起 因 す る こ と を 示 し た 。 次 にPT耐 性 化 に 関 与 す る 遺 伝 子 μM
を ク ロ ー ニ ン グ し て 解 析 を 進 め た 結 果 か ら 、本 遺 伝 子 が チ ア ミ ン の 前 駆
体 で あ る チ ア ゾ ー ル 部 分 の 合 成 遺 伝 子 の 一 つ で あ る 砺 浸 の 変 異 型 ア レ
ル で あ り 、51非 翻 訳 領 域(5LUTR)の 一 塩 基 置 換 に よ っ て チ ア ミ ン に よ る
フ ィ ー ド バ ッ ク レ プ レ ッ シ ョ ン が 失 わ れ た こ と を 明 ら か に し た 。 ま た
Gusレ ポ ー タ ー 遺 伝 子 を 利 用 し た'痂 オ の 発 現 制 御 機 構 の 解 析 に よ っ て
真 核 微 生 物 に お い て 初 め て 確 認 さ れ た 、51-UTR内 の イ ン ト ロ ン に 存 在 す
るRNA制 御 因 子 が 自 ら の ス プ ラ イ シ ン グ を 調 整 す る こ と に よ っ て な さ
れ る と い う 新 規 な 発 現 制 御 モ デ ル を 提 唱 し た 。 さ ら に 、μ 南 が 麹 菌 を は
じ め と す る 広 汎 な 糸 状 菌 野 生 株 の 形 質 転 換 に 利 用 で き る 優 れ た 薬 剤 耐
性 優 性 マ ー カ ー で あ る こ と を 明 ら か に し、 こ の マ ー カ ー を 用 い た 醸 造 特
性 に 優 れ た 麹 菌 の 分 子 育 種 例 を 示 し た 。 ま た 、!痂 浸5LUTRが4.orアzα θ
に お い て 未 だ 報 告 例 の な い 発 現 制 御 可 能 な 高 発 現 プ ロ モ ー タ ー と し て
も 利 用 可 能 で あ る こ と を 示 し た 。
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第1章 麹 菌 のpyrithiamine耐 性 変 異 に 関 す る 遺 伝 子 の 取 得 と耐 性 化 要 因
の 解 明
清 酒 の オ フ フ レ ー バ ー で あ る つ わ り 香 お よ び 木 香 様 臭 の 発 生 防 止 を 目 的
と し て 、 チ ア ミ ン の ア ナ ロ グ で あ るpyrithiamine(PT)に 対 す る 耐 性 変 異
株 か ら 、 チ ア ミ ン 高 生 産 な 麹 菌(・43」 ρθrg'〃〃∫01ツ2rαθ)株 の 取 得 を 試 み た 。
総 米3009の 試 験 製 麹 で 親 株(HLIO34)と 同 等 の 製 麹 特 性 を 示 し 、 チ ア ミ
ン 生 産 能 がi.5倍 に 増 え た 変 異 株PTR26を 取 得 し た が 、 試 験 醸 造 で も ろ み
中 の ピ ル ビ ン 酸 濃 度 を 低 減 す る に は 至 ら な か っ た 。
一 般 に 浸.orアzα ε は 広 汎 な 薬 剤 に 対 し て 強 い 抵 抗 性 を 示 す こ と が 知 ら れ
て い る が 、PTに 対 し て は0.01mg/1と い う 低 濃 度 で 明 瞭 に 生 育 が 阻 害 さ れ
た 。 し か し 一 度 耐 性 化 す る と100mg/1と い う 高 濃 度 のPTに 対 し て 耐 性 を
示 し た 。ま た 自 然 変 異 に よ る 耐 性 株 の 出 現 率 が 多 核 で あ る んorアZα θ と し て
は 比 較 的 高 く(10'7)、PT耐 性 化 は 一 遺 伝 子 支 配 の 優 性 変 異 と 推 察 さ れ た 。
こ れ に つ い て は んoγyzoθM-2-3(PTs,arg曹)とPTR26(PT「)よ り 取 得 し た リ
ジ ン 要 求 性 株PTR26r(PT「,lys")の 細 胞 融 合 株8株 が 全 てPT耐 性 を 示 し た
(Fig.1)こ と か ら 、 優i性 変 異 で あ る こ と が 確 認 で き た 。 し た が っ て 、PT耐
性 遺 伝 子 が 取 得 で き た 場 合 、んorアzα εの 薬 剤 耐 性 優 性 マ ー カ ー と し て 利 用
で き る と 考 .えた 。PTR26の 耐 性 化 に つ い て は 、PT添 加 に よ り 菌 体 内 の チ ア
ミ ン 濃 度 が2.6倍 と 大 幅 に 増 加 し 、 チ ア ミ ン 取 り 込 み 能 に 変 化 が 無 か っ た
こ と か ら 、 チ ア ミ ン 生 産 能 力 の 充 進 に 起 因 す る と 推 察 し た 。
PTR26の ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ ー か ら 、 オ.配 グL〃αη5に 明 瞭 なPT耐 性 を 付 与
す る 遺 伝 子(2.0-kb)を シ ョ ッ ト ガ ン ク ロ ー ニ ン グ に よ り 取 得 し 、 本 遺 伝
子 を ρ1M(PT-Resistancegene)と 命 名 し た(Fig.2)。 浸.orアzoε に ρ'Mを 導 入
し た 形 質 転 換 株 は 、PTR26と 同 様PT存 在 下 で 菌 体 内 の チ ア ミ ン 濃 度 が4.0
倍 と 大 幅 に 増 加 し た 。 し た が っ て 、 ρ'MはPTR26のPT耐 性 化 に 直 接 関 与
す る 遺 伝 子 で あ る こ と が 示 さ れ た 。 μMは ∫.cε 陀v15'α εの チ ア ミ ン 前 駆 体
で あ る チ ア ゾ ー ル 部 分 の 合 成 遺 伝 子 の 一 つ で あ る τH/4フ ァ ミ リ ー に 含 ま
れ る ホ モ ロ グ で あ り 、 一 つ の 構 造 遺 伝 子 と 三 つ の イ ン ト ロ ン(構 造 遺 伝 子
内 に1っ 、51-UTR内 に2つ)か ら 構 成 さ れ て い る 。 ま たp'Mは 野 生 型 ア
レ ル(砺 浸)の5LUTRが 一 塩 基 置 換(A-68G)し た 変 異 遺 伝 子 で あ っ た 。
チ ア ミ ン が ∫痂オ の 発 現 に 及 ぼ す 影 響 を 調 べ る た めHL1034、PTR26お よ び
HL1034に ρ'Mを 導 入 し た 形 質 転 換 体 を 、CD最 少 培 地 、 こ れ に チ ア ミ ン ま
た はPTを 添 加 し た 三 種 類 の 液 体 培 地 で 培 養 し て 、 痂 浸 転 写 様 式 を 比 較 し
た 。HL1034は チ ア ミ ン とPTに よ り'加 オ の 転 写 が 完 全 に 抑 制 さ れ た が 、 そ
の 他 の μMを 持 つ 菌 株 で は 脱 抑 制 し て い た(Fig.3)。 つ ま り 功 甜 の チ ア ミ
ン に よ る 発 現 抑 制 は 、5'一UTRの 一 塩 基 置 換@M)で 失 わ れ た 。 興 味 深 い こ
と に 、こ の 変 異 点 は'折 浸 ホ モ ロ グ の5LUTRで 高 度 に 保 存 さ れ た 領 域(region
A)に 含 ま れ て お り 、 さ ら にregionAの5'側 に 隣 接 し て 、 い く つ か の チ ア
ミ ン 合 成 関 連 遺 伝 子 の51-UTRで 高 度 に 保 存 さ れ た 領 域(regionB)も 存 在
し て い た 。 ま た 、 こ れ ら の 領 域 は5'.UTRの0.4-kbと い う 非 常 に 長 い イ ン
ト ロ ン2(Fig.2)に 含 ま れ て い た 。 こ れ ら の 結 果 か らregionAとBが 共
に チ ア ミ ン に よ る 発 現 制 御 に 関 与 し て い る と 推 察 し た 。
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第2章 麹 菌 の チ ア ミ ン 合 成 遺 伝 子(ご 乃∫、4)の 発 現 制 御 機 構 の 解 明
GUSレ ポ ー タ ー 遺 伝 子@謝)を 利 用 し て'痂 オ51-UTRの 発 現 制 御 機 構 と、
regionAとBの 機 能 を 解 析 し た 。z'1融 お よ び 形 質 転 換 マ ー カ ー η'αDを 持 つ
プ ラ ス ミ ドpUNIへ 、 乙"謝 が 制 御 下 とな る よ う に 酌磁51-UTR全 長 、region
Aま た はBを 完 全 に 欠 失 した 変 異 遺 伝 子 を 挿 入 した 。 こ れ ら3種 類 の プ ラ
ス ミ ドを んoγ アzoθniaD300の η'o∠)座位 に 単 コ ピ ー 挿 入 し た 形 質 転 換 体(TH,
△Aお よ び △B)を 取 得 し た 。 こ れ ら に つ い て 、CD最 少 培 地 ま た は これ
に チ ア ミ ン を 添 加 した 液 体 培 養 系 に お け る 転 写 お よ び 発 現 レ ベ ル の 制 御 様
式 を 比 較 した(Fig.4panel(1),Table1)。THに お け る 、 チ ア ミ ン に よ る 転 写
お よ び 発 現 レベ ル で の 抑 制 が 、 △A、 △Bで は ほ ぼ 完 全 に 失 わ れ て い た 。
した が っ てregionAお よ びBは 共 に チ ア ミ ン に よ る 発 現 制 御 に 関 与 す る 領
域 で あ っ た 。一 方 副4オ プ ロ ー ブ に よ る ノ ザ ン 解 析 に お い て 、 △Aで チ ア ミ
ン の 有 無 に 関 わ ら ず 大 き さ が 異 な る 二 つ の シ グ ナ ル が 現 れ た 。 さ ら にTH
の チ ア ミ ン 非 存 在 下 の シ グ ナ ル は △Aの 下 、THの チ ア ミ ン 存 在 下 の シ グ ナ
ル は △Aの 上 と ほ ぼ 同 位 置 で あ っ た 。 チ ア ミ ン 存 在 下 で 転 写 物 が 大 き く な
っ た こ と か ら 、regionAとBが 含 ま れ て い る イ ン トロ ン2の ス プ ラ イ シ ン
グ が チ ア ミ ン に よ っ て 阻 害 さ れ る 、 つ ま り下 の シ グ ナ ル はmaturemRNA、
上 の シ グ ナ ル は イ ン トロ ン2を 含 むpre-mRNAで あ る と推 察 した 。 こ れ に
つ い て は イ ン トロ ン2を プ ロ ー ブ と し た ノ ザ ン 解 析 で 、 下 の シ グ ナ ル が 全
て 消 え た こ と に よ り確 認 さ れ た(Fig.4panel(2))。 加 え て 、 △Aと △Bは チ
ア ミ ン の 有 無 で シ グ ナ ル パ タ ー ン が 変 化 しな か っ た(Fig.4panel(1))こ と
か ら 、regionAとBは イ ン トロ ン2の ス プ ラ イ シ ン グ に 必 須 で あ る こ と が
示 さ れ た 。
次 に イ ン トロ ン2の ス プ ラ イ シ ン グ が チ ア ミ ン に よ る 発 現 制 御 に お よ ぼ
す 影 響 を 調 べ る た め 、 ス プ ラ イ シ ン グ が で き な い よ う、 イ ン トロ ン2の5'
側 、3電側 、 枝 分 か れ 部 位 、5「側 お よ び3'側 の 保 存 領 域 を そ れ ぞ れcに 置 換
し た(5M,3M,BPM,5M3M)、 ま た は あ ら か じ め イ ン トロ ン2を 欠 失 し た(△
int)変 異 遺 伝 子 を 作 製 し 、GUSレ ポ ー タ ー 遺 伝 子 を 利 用 し た 解 析 を 行 っ た
(Fig.5,Table2)。 イ ン トロ ン2が ス プ ラ イ シ ン グ で き な い5M,3M,BPMお
よ び5M3Mで はpre-mRNAの み が 転 写 さ れ 、転 写 お よ び 発 現 レ ベ ル と も に
チ ア ミ ン に よ る 制 御 が 失 わ れ て い た 。 ま た チ ア ミ ン 非 存 在 下 のTHと 比 較
し て シ グ ナ ル 強 度 が 著 し く弱 ま っ た 。 こ の 原 因 に つ い て は 、近 年mRN入 の
伸 長 と 修 飾 は 協 調 的 に 並 行 し て 行 わ れ て い る こ とが 明 らか に さ れ て お り 、
従 っ て 、 ス プ ラ イ シ ン グ の 阻 害 が 転 写 効 率 に も 影 響 を 及 ぼ す た め と 推 察 さ
れ た 。GUS活 性 に お い て も チ ア ミ ン 非 存 在 下 のTHの1%以 下 に 減 少 し 、制
御 も ほ ぼ 失 わ れ て い た 。 ま たTHに 対 す る 転 写 量 の 減 少 以 上 にGUS活 性 が
低 下 して お り、 こ れ はpre-mRNAか ら は 正 常 な 蛋 白 質 が 翻 訳 さ れ な い こ と
を 示 し て い る 。 つ ま り、 イ ン トロ ン2に は 多 くの 翻 訳 開 始 コ ドン お よ び 終
止 コ ド ン が 含 ま れ て お り 、 正 常 な 蛋 白 質 へ の 翻 訳 が 妨 げ ら れ る た め と 考 え
ら れ る 。 あ ら か じめ イ ン トロ ン2を 欠 失 し た △intで はmaturemRNAの み
が 転 写 さ れ 、チ ア ミ ン の 有 無 に 関 わ ら ず シ グ ナ ル 強 度 お よ びGUS活 性 共 に
チ ア ミ ン非 存 在 下 のTHと 同 程 度 で あ っ た 。 つ ま りregionAお よ びBが 含
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ま れ る イ ン ト ロ ン2が 失 わ れ る こ と で 、 非 抑 制 時 の 発 現 量 に ほ と ん ど 影 響
を 及 ぼ す こ と な く チ ア ミ ン に よ る 制 御 の み が 失 わ れ た 。 こ れ ら は イ ン ト ロ
ン2の ス プ ラ イ シ ン グ が チ ア ミ ン に よ る 発 現 制 御 に 必 須 で あ る こ と を 示 し
て い る 。
チ ア ミ ン に よ る 発 現 制 御 に 必 須 なregionAとBの 塩 基 配 列 は 、
E3c加 πo加oごo〃 砺Mで 報 告 さ れ て い た チ ア ミ ン よ る 発 現 制 御 領 域"1痂
box"の 周 辺 塩 基 配 列 と 非 常 に 相 同 性 が 高 か っ た 。 そ の 後 、 こ の 砺boxを
含 む 周 辺 領 域 がthiaminepyrophosphate(TPP)と 特 異 的 に 結 合 す るRNA制 御
因 子(riboswitch)で あ り 、'痂 浸 も こ れ と 同 様 の 領 域 を 持 つ こ と が 報 告 さ れ
た 。 こ の 細 菌 で 発 見 さ れ たriboswitchは 、 蛋 白 質 な ど の 因 子 を 介 さ ず 直 接
標 的 と な るTPPや リ ボ フ ラ ビ ン 等 の 代 謝 物 を 認 識 し て 結 合 し 、遺 伝 子 の 発 ・
現 制 御 を 行 う 。驚 く べ き こ と にregionAとBはriboswitchの 一 部 を 構 成 し
て い た 。さ ら に ρ'Mの 変 異 点 で あ るAはriboswitchで 高 度 に 保 存 さ れ た 塩
基 で あ り 、し か も ρ'屑 型 のriboswitchはTPP結 合 能 を 失 っ て い た と 報 告 さ
れ て い た 。 こ れ はregionAお よ びBが 共 にriboswitchの 機 能 に 寄 与 し て い
る こ と を 示 し て い る 。 ま た 公 開 さ れ て い る 個 々 の ゲ ノ ム デ ー タ ベ ー ス か ら
酌 甜5運 一UTRの 相 同 配 列 を 検 索 し た 結 果 、 い く つ か の 糸 状 菌 か ら 新 た に
riboswitchと 予 想 さ れ る 配 列 が 見 つ か っ た(Fig.6)。 さ ら に 、 こ れ ら の 配 列
は 全 て イ ン ト ロ ン 内 に 存 在 し 、 下 流 に は 推 定 構 造 遺 伝 子 領 域 が 存 在 し て い
た 。 各 構 造 遺 伝 子 の 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 か ら 、And3とAfu3以 外 は チ ア ゾ ー
ル 部 分 の 合 成 遺 伝 子 τ班4、 も し く は 同 じ く チ ア ミ ン の ピ リ ミ ジ ン 部 分 の 合
成 遺 伝 子 η〃7々 い ず れ か の ホ モ ロ グ に 分 類 さ れ た 。 ま た ノ〉甜ro5ρoroorα ∬o
η履 一1お よ び んorvzα θη脚Mは チ ア ミ ン に よ る 制 御 を 受 け る こ と が 既 に 確 認
さ れ て い る 。 こ れ ら の 証 拠 はTPP結 合 型riboswitchに よ る イ ン ト ロ ン の ス
プ ラ イ シ ン グ 調 整 機 構 が 糸 状 菌 に お い て 広 汎 に 存 在 す る こ と を 示 し て い る 。
こ れ ま で の 結 果 か ら 現 在 予 想 さ れ るriboswitchに よ る ∫乃Mの 発 現 制 御 モ
デ ル 図 を 示 し た(Fig.7)。RNApolymeraseH(RNApolH)に よ る 転 写 が 始 ま
る と 、 イ ン ト ロ ン2中 にregionAとBが 含 ま れ たriboswitch二 次 構 造 が 形
成 さ れ る 。 チ ア ミ ン 非 存 在 下 で は 、RNApolHのC末 端 構 造 に 結 合 し た ス
プ ラ イ シ ン グ 複 合 因 子 上 に ラ リ ア ッ ト構 造 が 形 成 さ れ 、 イ ン ト ロ ン2は ス
プ ラ イ シ ン グ を 受 け る 。ス プ ラ イ シ ン グ を 受 け たmaturemR.NAか ら は 蛋 白
質 が 効 率 的 よ く 翻 訳 さ れ 、 蛋 白 質 の 発 現 が 誘 導 さ れ る 。 チ ア ミ ン 存 在 下 で
は 、 転 写 に 伴 っ て 形 成 さ れ たriboswitchにTPPが 結 合 し 、 イ ン ト ロ ン2の
ス プ ラ イ シ ン グ が 阻 害 さ れ る 。 前 述 し た よ う に 、mRNAの 伸 長 反 応 と 転 写
後 修 飾 はRNApolH複 合 体 上 で 協 調 的 に 並 行 し て 行 わ れ る た め 、 ス プ ラ イ
シ ン グ の 阻 害 に よ っ て 転 写 効 率 も 著 し く 減 少 す る 。 わ ず か な が ら 転 写 さ れ
たmRNAに は イ ン ト ロ ン2が 残 っ て お り 、正 常 な 蛋 白 質 へ の 翻 訳 が 妨 げ ら
れ 、 発 現 が 抑 制 さ れ る 。 本 研 究 に よ っ て 確 認 さ れ たmR.NA5`一UTRの イ ン
ト ロ ン 中 に 存 在 す るriboswitchが 自 ら の ス プ ラ イ シ ン グ を 調 節 し て 発 現 を
制 御 す る と い う メ カ ニ ズ ム は 、 真 核 微 生 物 に お い て 初 め て の 発 見 で あ る 。
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第3章 麹 菌PT耐 性 遺 伝子 を応 用 した糸 状 菌 の分 子 育 種
本 研 究 で 取 得 し た μMは オ.orアzoθ お よ び オ,η 娩 〃αη5にPT耐 性 を 付 与
す る 形 質 転 換 マ ー カ ー と し て 利 用 可 能 で あ っ た 。そ こ で んoア ァ忽 θ以 外 の 糸
状 菌 へ の 応 用 を 試 み た 。 ま ず 、 い く つ か の 糸 状 菌 のPTに 対 す る 感 受 性 を
調 べ た と こ ろ 、 廊 ρθrg'〃z'5属 、 ム40肥5coz'∫ankaお よ び τr'酌o虎 朋 θ アθ∬ θ∫
で は 若 干 の 違 い は あ る が 全 て0.lmg/1のPTに 対 し て 感 受 性 を 示 し た(Table
3)。 し か し 、Pθ η∫c∫〃'z〃ηc〃r加 〃吻、Fμ50r'卿301α 加 で はiOmg/1のPTに 対
し て も 耐 性 を 示 し た 。 次 に 、 糸 状 菌 形 質 転 換 用 ベ ク タ ー と し て 、pUC119
の35plサ イ ト に ρ'Mを 挿 入 し た 組 込 型 ベ ク タ ー のpPTRIと 、さ ら にpPTR.1
の2>α θ1サ イ ト に オ3ρ8rg〃1〃 ∫糸 状 菌 内 で 自 己 複 製 可 能 な 痴 〃 ノ配 列 を 挿 入 し
た 遊 離 型 ベ ク タ ー のpPTRHを 構 築 し た(Fig.8)。 こ れ ら の ベ ク タ ー で 、PT
感 受 性 で あ っ た 糸 状 菌 で 、 形 質 転 換 に 十 分 な プ ロ ト プ ラ ス ト が 取 得 で き た
6菌 株 を 形 質:転 換 し た 。 孟 肋woo励 以 外 は 、 ベ ク タ ー を 含 ま な い 対 照 区 分
で バ ッ ク グ ラ ウ ン ド コ ロ ニ ー が 出 現 せ ず 、 形 質 転 換 区 分 に の み コ ロ ニ ー が
現 れ た 。 各 菌 株 の 形 質 転 換 効 率 をTable4に 示 し た 。 オ.んowα 酌 〃 で バ ッ ク
グ ラ ウ ン ド の 出 現 が 確 認 さ れ た が 、 こ れ ら は 生 育 が 非 常 に 遅 く 、 形 質 転 換
体 で あ るPT耐 性 株 と 容 易 に 区 別 す る こ と が で き た 。 ま たpPTRnの31ηoI
サ イ ト に んorアzα θgloオ プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 にGUSレ ポ ー タ ー 遺 伝 子 を
連 結 し 、 さ ら に そ の 下 流 に んorアzα εα〃2アβ の タ ー ミ ネ ー タ ー 部 分 を 配 し た
GUSレ ポ ー タ ー 発 現 カ セ ッ トPg1α ル`'∫謝 一乃 〃!yβ を 挿 入 し たpPTRH-GUS
に よ る ゑ 肋wσ 助 〃 お よ び ん ル 砺goず 鰐 の 形 質 転 換 体 は 、1%デ キ ス ト リ ン 、
501ng/l5-bromo-4-chloro-3-indolylglucuronideを 含 むCDプ レ ー ト 上 で 、
GUS活 性 に よ る 明 瞭 な 青 色 を 呈 色 し た(Fig.9)。 し た が っ て ρ'房 マ ー カ ー
は 広 汎 なPT感 受 性 糸 状 菌 の 形 質 転 換 に 適 用 可 能 と 考 え ら れ る 。 な お 、 本
研 究 で 作 製 し たpPTRIとpPTRHは ん07アzα θ野 生 型 株 に 唯 一 適 用 可 能 な 糸
状 菌 形 質 転 換 用 ベ ク タ ー と し て 市 販 さ れ て お り 、 国 内 外 の 多 く の 研 究 機 関
で 使 用 さ れ て い る 。
ま た μ 南 を 利 用 し て 、清 酒 を 加 熱 処 理 せ ず に 貯 蔵 し た 場 合 発 生 す る 劣 化
臭 の 一 つ 「ム レ 香 」 の 原 因 と な る 、 麹 菌 由 来 のisoamylalcoholoxidase
(IAAOD)を コ ー ドす る 〃2陀浸 を 破 壊 し 、ム レ 香 が 発 生 し な い 清 酒 の 製 造 を 試
み た 。 〃7r朗 構 造 遺 伝 子 の 一 部 を 欠 失 し た 代 わ り に μMを 挿 入 し た 〃7rθ破
壊 カ セ ッ ト で 、 清 酒 用 実 用 麹 菌 株 で あ る んoぴzα θHLIO34を 形 質 転 換 し 、
PT耐 性 を 指 標 に 選 抜 し た 形 質 転 換 株170株 か らIAAOD活 性 を 指 標 に4株
の 遺 伝 子 破 壊 株 を 取 得 し た 。 取 得 し た 切r朗 破 壊 株 は 元 来 の 好 ま し い 醸 造
特 性 を 損 な う こ と な く 、IAAOD活 性 の み が 親 株 の3割 に ま で 低 下 し て い た 。
ま た 親 株 で は1ヶ 月 前 後 で ム レ 香 の 発 生 が 確 認 さ れ た が 、用r副 破 壊 株 を 用
い た 清 酒 は2ケ 月 生 貯 蔵 し て も ム レ 香 が 発 生 し な か っ た 。さ ら に μMマ ー
カ ー を 用 い た 置 換 型 の 遺 伝 子 破 壊 法 は 、 んoryzoe以 外 の 遺 伝 子 を 全 く 介 さ
な い セ ル フ ク ロ ー ニ ン グ で あ り 、 こ の 点 に お い て も 実 用 株 の 分 子 育 種 に 適
し て い る 。
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最 後 に オ.OFアzoθ!痂 オ の 特 徴 で あ る 高 発 現 と 厳 密 な 発 現 制 御 制 御 機 構 を
利 用 し た 外 来 遺 伝 子 発 現 シ ス テ ム を 構 築 した 。ま ず 砺 浸 の 特 徴 を 具 体 的 に
評 価 す る た め 、GUSレ ポ ー タ ー を 利 用 した プ ロ モ ー タ ー 活 性 の 測 定 を 行 っ
た 。対 照 と し て 孟orアzα θの 高 発 現 プ ロ モ ー タ ー と して 多 用 さ れ て い る α脚アβ
お よ びg1朗 の プ ロ モ ー タ ー を 採 用 した 。CD最 少 培 地 に グ ル コ ー ス 、 デ キ
ス ト リ ン 、 デ キ ス ト リ ン と チ ア ミ ン を 添 加 し た3種 類 の 液 体 培 地 で の プ ロ
モ ー タ ー 活 性 を 比 較 し た 。 砺4と μMは 誘 導 条 件 下 の α1ηア8プ ロ モ ー タ ー
の2倍 と い う 非 常 に 高 い 転 写 活 性 を 示 し 、さ ら に 砺 盆 で は チ ア ミ ン の 添 加
に よ り活 性 が1%以 下 に 低 下 す る 非 常 に 厳 密 な 発 現 制 御 が な さ れ て い た
(Table5)。 次 に 、 ρ'Mマ ー カ ー と 緬Mま た は ρ'演 の5「 一UTRを 持 っ 発 現 ベ
ク タ ー を 構 築 した(pPTe1,pPPe1)。 んorアzoθ 〃7r朗 コ ー ド領 域 を 、 各 発 現 ベ
ク タ ー の プ ロ モ ー タ ー 制 御 下 に 連 結 し 、 〃7r朗 高 発 現 ベ ク タ ー を 構 築 し た
(pPTelm,pPPelm)。 んorアzθ θHL1034に 各1ηr副 高 発 現 ベ ク タ ー を 導 入 し
た 形 質 転 換 体 は 共 に 比 活 性 で 親 株 の20倍 以 上 のIAAOD活 性 を 示 し た 。 構
成 的 に 発 現 す るpPPelmの 導 入 株(Pm)をCD最 少 ま た はDPY完 全 培 地 で 培
養 し 、 経 時 的 に 培 地 中 のIAAOD活 性 を 測 定 し た と こ ろ 、 どち ら も5日 後
に ピ ー ク を 迎 え 、最 終 的 な 活 性 も ほ ぼ 同 程 度 で あ っ た(Fig.10A)。 次 に チ ア
ミ ン に よ る 制 御 を 受 け るpPTelm導 入 株(Tm)を チ ア ミ ン 添 加CD最 少 培
地 で2El間 前 培 養 後 、 チ ア ミ ン を 添 加 し て い な いCD最 少 培 地 で 本 培 養 し
て 発 現 を 誘 導 した と き の 、 経 時 的 な 培 地 中 のIAAOD活 性 を 測 定 し た 。 ま
た 逆 にCDで 前 培 養 後 、 本 培 養 で は チ ア ミ ン を 添 加 し て 発 現 を 抑 制 し た 場
合 に つ い て も検 討 し た 。 初 期 の チ ア ミ ン 濃 度 が 高 い ほ ど発 現 が 強 く抑 制 さ
れ た が 、 濃 度 が 高 す ぎ る と誘 導 後 も 発 現 量 が 低 下 す る 傾 向 が 示 さ れ た 。 抑
制 後 に 発 現 を 誘 導 す る 場 合 は 抑 制 時 に2～3μMの チ ア ミ ン を 添 加 す る こ
と で 明 瞭 な 発 現 制 御 が 可 能 で あ っ た 。ま た 誘 導 後10μMの チ ア ミ ン を 添 加
す る こ とで 、 ほ ぼ 完 全 に 発 現 を 抑 制 で き た(Fig.10B)。 従 っ て 、'痂4プ ロ モ
ー タ ー を 利 用 す る こ と に よ り
、 培 地 中 の チ ア ミ ン 濃 度 を 変 化 さ せ る だ け で
容 易 に 外 来 遺 伝 子 の 発 現 を 制 御 す る こ と が 可 能 に な っ た 。
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ま と め
1.オ.orアzα ε は 低 濃 度(0.01mg/1)のPTに 対 し て 感 受 性 で あ る が 、 一 度 耐
性 化 す る と 高 濃 度(100mg/1)のPTに 対 し て も 明 瞭 な 耐 性 を 示 し 、 さ ら
に こ の 変 異 は 優 性 遺 伝 し た 。 ま たPT耐 性 化 は 、 チ ア ミ ン 生 合 成 能 の
充 進 に 起 因 す る と 推 察 さ れ た 。
2.んOFアzα θPT耐 性 株 の ゲ ノ ムDNAか ら取 得 し た 、ん η励 〃oη∫ お よ び オ,
orアzoθ にPT耐 性 を 付 与 す る μM(2.0-kb)は 、 チ ア ミ ン 前 駆 体 で あ る
チ ア ゾ ー ル 部 分 を 合 成 す る 遺 伝 子 の ホ モ ロ グ で あ り 、 野 生 型 ア レ ル
(砺 オ)の5'一UTRに 存 在 す る イ ン トロ ン2内 の 一 塩 基 が 置 換(A-68G)
し た 変 異 遺 伝 子 で あ っ た 。ま た 酌Mは チ ア ミ ン に よ る 発 現 制 御 を 受 け
る が μMで は 脱 抑 制 して い た 。 さ ら に こ の 変 異 点 は 、 チ ア ミ ン 合 成
遺 伝 子 と そ の ホ モ ロ グ に お い て 高 度 に 保 存 さ れ た 領 域(regionAとB)
に 含 ま れ て い た 。ま た 酌Mの 発 現 は 環 境 中 の チ ア ミ ン に よ る イ ン トロ
ン2の ス プ ラ イ シ ン グ の 調 節 に よ っ て 制 御 さ れ て お り 、 さ ら にregion
AとBは 、こ の ス プ ラ イ シ ン グ の 調 節 お よ び チ ア ミ ン に よ る 発 現 制 御
に 必 須 で あ っ た 。
4.regionAとBは 、RNA制 御 因 子 で あ るTPP結 合 型riboswitchの 一 部 を
構 成 し て い た 。 さ ら に 同 様 のriboswitch構 造 は い く つ か の 糸 状 菌 チ ア
ミ ン 合 成 遺 伝 子 の ホ モ ロ グ で 確 認 さ れ た 。 こ の こ と か らTPP結 合 型
riboswitchに よ る 同 様 の 発 現 制 御 機 構 が 糸 状 菌 に お い て 広 範 に 存 在 す
る こ と が 示 さ れ た 。
5,ρ ∫Mは オ.所 ゴz〃αη5や オ.orアzα θ以 外 のPT感 受 性 な オ5ρθアg〃1〃3属 糸 状
菌 お よ び 廊pεrg〃1粥 属 以 外 のMα 脈 αや 冗rθ ∬ ♂ に 対 し て も 薬 剤 耐 性
マ ー カ ー と し て 応 用 可 能 で あ っ た 。 な お ρ'Mを 用 い て 構 築 し た プ ラ
ス ミ ドpPTRIとpPTRHは 、んorアzα θ野 生 型 株 に 唯 一 適 用 可 能 な 糸 状
菌 形 質 転 換 用 ベ ク タ ー と し て 市 販 さ れ 、国 内 外 の 研 究 機 関 で 使 用 さ れ
て い る 。
6.清 酒 を 非 加 熱 処 理 せ ず に 貯 蔵 し た 場 合 に 発 生 す る 劣 化 臭 「ム レ香 」 の
原 因 遺 伝 子 んo型208〃2r囲 を 、 μ演 マ ー カ ー を 用 い て 遺 伝 子 破 壊 した
結 果 、 野 生 型 株 で あ る 清 酒 用 、4.orアzαeの 有 用 な 醸 造 特 性 に ほ と ん ど
影 響 を 及 ぼ す こ と な く 、 ム レ香 の み を 形 成 し な い 株 を 取 得 し た 。 さ ら
に 遺 伝 子 置 換 型 の 遺 伝 子 破 壊 法 を 採 用 す る こ と で 、異 種 遺 伝 子 を 全 く
介 さ な い セ ル フ ク ロ ー ニ ン グ で あ る と い う点 で も 、実 用 株 の 分 子 育 種
に 適 し て い た 。
7・ んgrアzα θ'ん オ の5'一UTRは 、 んoびz館 で は 報 告 さ れ て い な い 発 現 制 御
可 能 な 高 発 現 プ ロ モ ー タ ー と し て 利 用 す る こ と が で き た 。 本 プ ロ モ ー
タ ー を 利 用 し た んoryzσ θの 外 来 遺 伝 子 発 現 制 御 シ ス テ ム を 構 築 し た 。
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Th。5、plicesi鵬3、piicesit。,,、plid,gb旧nch副 麟 惑;怨 錨 離9辮 言辞81甘
and3'splicesiteswerealteredtocytosine(5M,3M,BPMand5M3M).Dintwasthemutantinwhich
theentireintron2wasrevoved.THwassameasTable1.
押 尉h羅 禰 ボi轟.
ぐ ザ ザ ハハ び サ し ザ サ が 　 　い ル が ら ヤ ド に め い ら
(1)1∴」 」一 ..⊥」望 二 蔓 ・… 一ご:一L盤 二ご 」魍:串 昌










































































































ATCATGCATGA-GCCGGTG一 一78-CTGAGA-ATATACGGC一 一AAAACTTGATCTGGATAATACCAGCG-AAAGGA一 一TCATGTCCT
AAAGAACGCAT-CCGGGTG一 一75-CTGAGA-A-ATACCGGC一 一GAACTTGATCTGGATAATACCAGCG-AAAGGAC-ATGCTTCTT
ATCATGCATGA-GCCGGTG一 一63-CTGAGA-TTATACGGC-TAAAACTTGATCTGGATAATACCAGCG-AAAGGA一 一TCATGTCAT
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論 文 審 査 結 果 要 旨
清酒醸造において香 りは製品の品質を左右する重要な要因の一つである。つわ り香や木香様臭は清
酒におけるオフフレーバーであ り,発 酵もろみ中のピル ビン酸濃度が高い場合に発生する。一方,発
酵初期のもろみ中のチアミン濃度を高めることによって,こ れ らの不快臭の発生を防止できることが
知 られている。本研究は,麹 菌のチアミン合成能を高い菌株を育種す ることを目的として,チ アミン
アナ ログであるピリチアミンに対する耐性変異株を取得 し,変 異遺伝子の単離および構造解析を行い,
実用株における形質転換用マーカーへの利用を可能 とした。 さらに,野 生型及び変異型遺伝子の発現
制御機構を解析 し,真 核生物において転写因子を介さない新規の遺伝子発現制御機構の存在を明らか
にしたものである。
ピリチアミン耐性麹菌株について,そ の遺伝的特性が優性であることを明 らかにし,耐 性化がチア
ミン生産能の充進に起因す ることを明らかにした。ピリチアミン耐 性化に関与する遺伝子ρ船 を耐性
株からクローニングして塩基配列解析を進 めた結果,本 遺伝子がチアミンの前駆体であるチアゾール
部分の合成遺伝子の一つである∫崩 の変異型アレルであ り,5L側 非翻訳領域(5LUTR)の イ ントロ
ン内に存在する一塩基置換によってチア ミンによるフィー ドバ ック抑制が失われていることを明らか
にした。
'崩 の一塩基置換の周辺領域の配列は,チ ア ミンで制御 を受ける他 の微生物の遺伝子の5LUTRと
相同性があり,GUSレ ポーター遺伝子を利用 して相同性 を示す領域(regionA及 びB)の 発現制御に
及ぼす影響 を解析 し,こ の保存領域がイン トロンのスプライシングと共役 したチアミンによる発現抑
制に関与 していることを明らかにした。また,こ の領域の配列が細菌において最近発見されたリボス
イ ッチ構造の一部にきわめて類似 していることを見出し,麹 菌の 孟崩 遺伝子では,5」UTRの イ ント
ロンに存在するRNA制 御因子にチアミンが直接作用す ることによって 自らのスプライシングが調整
されて発現制御がなされているとい う新規な発現制御モデルを提唱 した。これは,真 核生物で発見さ
れた転写因子を介 しない発現制御機構に関する初めての報告である。
麹菌などの実用株は一般に薬剤耐性が高く,形 質転換の際に有用な薬剤耐性マーカーが利用できな
かったが,ピ リチア ミンに対 しては非常に低濃度で感受性を示 し,p∫舩 が薬剤耐性マーカー として麹
菌をはじめとす る広汎なカビの野生株の形質転換に利用できることを明らかにした。p'融 を組み込ん
だベクターはすでに市販 されてお り,多 くのカ ビの形質転換 に広 く利用 されている。一方,'崩 はチ
アミンの有無によって発現が厳密にコン トロールされていることか ら,そ の51-UTRが 発現制御可能
な高発現用プロモーター として利用可能であることを示 した。
以上のように本研究は,清 酒醸造における品質保持の 目的か ら麹菌のピリチアミン耐性変異株を取
得 して,そ の変異遺伝子p船 を用いたカビ野生株の形質転換系を開発 し,ま た異種遺伝子の発現を厳
密に制御できる系に利用可能であることを示 したことか ら,麹 菌などのカビの実用株の分子育種に大
きく貢献 した。さらに,∫崩 の5LUTRの イ ントロンに存在するRNA制 御因子=リ ボスイ ッチによっ
て遺伝子発現が制御 されるとい う,転 写因子を介 しない発現制御機構を真核生物で初 めて発見 し,分
子生物学の発展にも大きく寄与 した。これ らの研究成果 に鑑み,審 査員一同は本論文が博士(農 学)
の学位を授与するに値する内容であると判定 した。
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